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ADICAO DE NUTRIENTES A FERMENTAGAO DA CERVEJA VISANDO ALTERACOES
METABOLICAS NA PRODUCAO DE ESTERES

Fernanda Gabriela Fregonesi', Marcelo Calide Barga?,
Camila Nunes de Morais Ribeiro® e Daniela Florencio Maluf*

RESUMO

O aumento da aceitagdo pelos consumidores das cervejas artesanais tem colocado o estado do Parana
em posicao de destaque na producao do Brasil. As cervejarias artesanais focam em produtos que possuem
qualidades sensoriais diferenciadas das cervejas comerciais, como diferentes notas de aroma e sabor
através da adigao de lupulos, insumos e do uso de diferentes cepas de leveduras para a fermentagao.
Para aumentar a eficacia da fermentagao, diferentes nutrientes podem ser incorporados ao mosto. Neste
estudo foram utilizados dois tipos de nutrientes em diferentes quantidades em mostos de 14° e 18° Brix,
averiguando assim, o metabolismo de agucares redutores, producdo de alcool e alteracdo da densidade
dos mostos inicias até o resultado fermentado. As amostras fermentadas foram analisadas por CLAE para
confirmacéao dos testes laboratoriais. Foram obtidas fermentagdes de acordo com a adigdo dos nutrientes e
suas quantidades, obtendo-se valores mais préximos ou mais distantes das fermentagdes controle, que nao
possuiam nutrientes. Alguns fatores néo obtiveram modificagdes relevantes como, por exemplo, a densidade,
mas foram observadas significativas alteragcbes em analises como dosagem de acgucar redutor e grau brix,
indicando que a suplementacdo na fermentacdo agrega melhorias ao produto final.

Palavras-chave: Nutrientes. Cerveja. Cromatografia.

ABSTRACT

Increased acceptance by consumers of craft beers have placed the State of Parana in a prominent position
in the production of Brazil. The craft breweries focus on products that have sensory qualities distinguished
from commercial beers as different grades of aroma and flavor with the addition of hops, inputs and the use
of different strains of yeast for fermentation. To increase the efficiency of fermentation, different nutrients can
be incorporated into the mash. In this study we used two types of nutrients in different quantities in grape 14
and 18 Brix, checking the metabolism of reducing sugars, alcohol production and change the density of the
grape must start up the fermented result. Fermented samples were analyzed by HPLC for confirmation of
the laboratory tests. Brews were obtained according to the addition of nutrients and their amounts, obtaining
values closer or farther away from the fermentation control, which did not possess nutrients. Some factors have
not been relevant modifications, such as density, but significant changes were observed in analyses such as
reducing sugar dosage and degree brix, indicating that supplementation on fermentation adds improvements
to the final product.

Keywords: Nutrients. Beer. Chromatography.

1 INTRODUCAO

A rapida expansdo do mercado artesanal cervejeiro no Brasil tem levado a busca pela
identidade da cerveja paranaense. Os esfor¢os dos fabricantes de cervejas denominadas especiais
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sao concentrados em desenvolver novas propriedades sensoriais em seus produtos, melhorando o
sabor, aroma e aspecto. Um fator fortemente responsavel por este avan¢o na qualidade da cerveja
€ a completa conversdo dos agucares, sem contaminagdes, durante a fermentagéo’>.

A cepa de levedura mais popularmente utilizada para a fabricagdo da cerveja é a
Saccharomyces cerevisae que, ao realizar a fermentacao, contribui para acentuar o sabor e enaltecer
aromas da cerveja. Esta fermentacao pode ser conduzida de varias maneiras, como as chamadas
baixas fermentagdes (realizadas a temperaturas entre 7°C a 13°C) que levam em torno de seis a
doze dias, e as altas fermentagdes (15 a 20°C) que duram de dois a quatro dias®®.

Durante o periodo de fermentacgao, as leveduras passam do metabolismo aerébio para o
anaerdbio utilizando a via alcodlica para produgao de ATP, que converte glicose em alcool e didxido
de carbono, e consequentemente produzindo ésteres. A escolha da cepa a ser utilizada tem grande
importancia no resultado final, ndo influenciando somente o aroma como também a graduagao
alcodlica e produgéo dos chamados off flavours, aromas indesejados na cerveja®'2.

O objetivo deste trabalho é verificar o comportamento da cepa de levedura WLP 0001,
levedura versatil de alta fermentacdo, na presenga de nutrientes verificando a influéncia da
suplementacao na fermentacao e possiveis alteragdes na taxa de produgao de alcool, reducdo de
acucares fermentaveis, pH e densidade*'.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Malte

A composigdo do mosto (malte ou extrato de malte) € muito importante para a fermentagao
dos nutrientes do malte até a quantidade de aguUcar presente no mesmo®. Ao cozinhar o malte
ocorre a hidrolise do amido em agucares através da agao de enzimas, descritas na tabela 1.

TABELA 1: Enzimas presentes no malte

Enzima Temperatura pH Funcéo
Fitase 30-52°C 50-55 Abaixa o pH da mostura
Debranching 35-45°C 50-5,8 Solubilizagado do amido
BetaGlucanase 35-45°C 45-55 Quebra os glucanos
Peptidase 45 — 44°C 4,6 -5,3 Produgéo do amino-nitrogénio livre
Protease 45 _ 55°C 46-53 Quebra de proteinas grandes que

produzem a turvagéo

Beta amilase 55 -65°C 50-5,5 Decomposigédo do amido em maltose

Decomposigéo do amigo para dextrinas

Alfa amilase 68 — 72°C 53-57 . .
inferiores.

Fonte: BODEN, H. 2009

Para padronizacao dos mostos, foi utilizado um extrato de malte em po, cujas especificagcbes
estao descritas na tabela 2.
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TABELA 2: Caracteristicas fisico-quimicas do extrato de malte utilizado

ANALISES ESPECIFICADO OBTIDO
pH 45-6,0 6,0
Agucar redutor (%) 60 - 80 71,50
Carboidratos totais (%) 88-100 91,50
Proteinas (%) 4,5-6,0 4,50

2.2 Lupulo

Para o presente trabalho a variedade de lupulo escolhida foi Galena, de origem norte
americana, que pode ser utilizado tanto para amargor, como para sabor e aroma por possuir 12%
de a-acidos e aroma aparente. Os a-acidos sao os componentes mais expressivos do amargor do
lpulo, que também contém outros leos essenciais. A medida que o mosto sofre fervura, os a-acidos
alteram sua estrutura quimica e resultam em acidos iso-a. Estes acidos sdo os responsaveis por
aumentar o amargor da cerveja. O Galena foi adicionado no inicio da fervura, com duragéo de 1
hora, conferindo assim mais amargor do que aroma a cerveja’®e,

2.3 Levedura

A fermentacdo foi conduzida utilizando a cepa de levedura WLP 0001, a qual
foi repicada e replicada para o presente trabalho. A taxa de inoculo utilizada foi de
6,0.108 células/ mL.

TABELA 3: Caracteristicas da levedura WLP001

Floculagao Média
Temperatura 6tima de fermentacéo 20-24°C
Tolerancia ao alcool Alta
Atenuagao 73-80%

Fonte: WHITE LABS, 2009
2.4 Analise do mosto
2.4.1 Agucares Redutores por DNS
Acucares que possuem uma hidroxila livre no carbono 1 de sua molécula sdo denominados

“acucares redutores” por possuirem boa capacidade de reduzir ions metalicos como o cobre e a
prata em solugdes alcalinas?®.
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Devidoao bom poderredutor, além de ions metalicos, outros compostos também sdo reduzidos
por estes agucares. Porexemplo, o acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), que é reduzido ao acido 3-amino-
5-nitrosalicilico ao custo da oxidagao do grupo carbonilico ou cetdnico do agucar. O resultado € o

desenvolvimento de coloragcdo avermelhada, que pode ser lida espectrofotometricamente a 540 nm
e comparada a uma curva-padrao.

2.4.2 Teor Alcoodlico

A analise do teor alcodlico foi realizada mediante destilagdo de 200 mL de amostra e afericao
do destilado com alcoémetro Gay Lussac em temperatura corrigida para 20°C.

2.4.3 Densidade

A medida da densidade do mosto foi obtida com auxilio de um densimetro, comparando a OG
(Original Gravity, ou densidade original) com a FG (Final Gravity, ou densidade final da cerveja),
calculada apés a fermentagéo.

2.4.4 pH

A analise do pH, obtida com auxilio de um pHmetro, compreendeu a afericdo dos valores
inicial e final do mosto de cada experimento, em ftriplicata.

2.4.5 Avaliacao da adi¢ao de nutrientes

Os nutrientes escolhidos foram o Fermoplus Energy® e o Enovit® da empresa AEB. O
Fermoplus Energy® possui em sua composigdo 99,4% de cascas de levedura, sendo que esta
celulose facilita a homogeneizagéo da distribuicdo das leveduras no mosto. Ainda contém 0,6% de
moléculas nitrogenadas em sinergia com a vitamina B1, substéncias uteis para o metabolismo da
levedura, que melhoram sua eficiéncia.

O Enovit® regula e ativa a fermentacdo estimulando a multiplicacdo das leveduras,
restabelecendo o nitrogénio amoniacal e vitaminas do mosto. Os nutrientes foram adicionados ao
mosto antes do inéculo do fermento™.

Os nutrientes foram utilizados nas proporgdes descritas na tabela 4.

TABELA 4: Distribuigdo dos nutrientes nos Erlenmeyers

Experimento Concentragao de nutriente utilizada
1 0,105g Fermocell e 0g Enovit
2 0,21g Fermocell e 0g Enovi
3 0g Fermocell e 0,105g Enovit
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Og Fermocell e 0,21g Enovit

5 0,21g Fermocell e 0,21g Fermocell

6 0,105g Fermocell e 0,105g Enovit

7 0,219 Fermocell e 0,105g Enovit
Controle Og Fermocell e Og Enovit

2.5 Fermentacao e Maturacéao

Apds o indculo do fermento e dos nutrientes, o mosto foi fermentado durante 13 dias a
temperatura de 18°C. Apds este periodo houve maturacéo por 15 dias a temperatura de 0°C.

2.6 Preparo e Analise das Fermentagdes

2.6.1 Fermentacdo A

Foram inoculados em 6 Erlenmeyers previamente esterilizados, 700mL de mosto. O preparo
do mosto foi realizado pela dissolugdo de 600g do extrato de malte em 4,2 L agua e, em seguida,
realizado o processo de sacarificagdo do mosto através da fervura, com posterior adicao de 18
g de lupulo Galena ao inicio da fervura, que teve duracao de 1 hora. Durante a fervura ocorre a
isomerizacéo dos a -acidos do lupulo que confere o amargor a cerveja.

Apos o final da fervura o mosto foi analisado quanto ao pH, determinagédo de graus Brix,
Gravidade Original (OG) e quantidade de agucares redutores.

TABELA 5: Resultados da analise de mosto da fermentacéo A

pH do mosto 6,16

Graus Brix 18°

Gravidade Inicial 1065
DNS 129,55 g/L

Apo6s o resfriamento do mosto a 18°C, foram inoculados 26,25 mL de fermento com contagem
de 1,6.108 células, com 94% de vitalidade, alcangando assim uma taxa de inoculo de 6,0.10° células/
mL.

2.6.2. Fermentacéo B

O segundo experimento foi preparado, em triplicata, um mosto com 14° Brix para verificar a
atenuacédo da levedura. Foram inoculados 700 mL do novo mosto em cada um dos 9 erlenmeyers
previamente esterilizados.

Para os 6,3 L do novo mosto foram utilizados 599,94 g de Extrato de Malte e 17,95 g de
lupulo Galena. Ap6s a diluicdo o mosto fora sacarificado através de 1 hora da fervura.

Neste mosto resfriado foram inoculados 27 mL de fermento com contagem de 1,56.108
células, 100% de vitalidade, garantindo a mesma taxa de inéculo de 6,0.10° células/mL.
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TABELA 6: Resultado das analises do mosto da fermentagao B

pH 6.10
Graus Brix 14°
Gravidade Inicial 1052
DNS 92,17

2.7 Andlise Cromatografica por CLAE

De cada experimento foi retirado uma aliquota de 15 mL para a analise cromatografica dos
subprodutos produzidos pela fermentagcdo em cada variacdo de nutriente, tanto para a primeira
quanto para a segunda fermentagéo, para confirmagao e complementagéo dos resultados obtidos.
Para a analise de agucar residual foi utilizada a coluna BioRad HPX 87H; fase mével H,SO, 5
mmol/L; vazao 0,6 mL/min; temperatura 25°C; pré coluna Carbo H+ e para a analise de etanol,
coluna BioRad HPX 87H; fase movel H,SO, 5 mmol/L; vaz&o 0,7 mL/min; temperatura 65°C, pré
coluna Carbo H+.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise da fermentagao A

TABELA 7: Resultados das analises da fermentacao A

) Nutrientes Grau Brix Densidade Teor alcodlico Acgucar redutor

Experimento (mg/mL) pH (g/L) (%) (g/L)
Controle 0 4,6 11 1028 5,1 74,39

1 (Fermoplus) 105 4,63 11 1028 42 23

2 (Fermoplus) 210 4,72 10 1028 4,5 23

3 (Enovit) 105 4,59 11,2 1029 53 23

4 (Enovit) 210 4,48 10,5 1028 4,6 24

5 (Fermoplus/Enovit) 210/ 210 4,43 12 1030 53 25

6 (Fermoplus/Enovit) 105/210 4,49 12 1031 55 25

TABELA 8: Resultado das analises da fermentagao B

Experimento N(‘rﬁg/er:‘]}_e)s oH GrauBrix Densidade (glL) '€ (ao'/‘j;"""m AQ"‘C?QFI /rl_e)d“wr
Controle 0 47 9 1023 4,5 57,86
1 (Fermoplus) 105 4,61 9 1022 3,5 29,45
2 (Fermoplus) 210 4,56 9 1022 31 34,19
3 (Enovit) 105 4,46 9 1022 3,6 37,87
4 (Enovit) 210 4,65 9 1022 3,8 35,24
5 (Fermoplus/Enovit) 210/210 4,51 9 1022 4 44,71
6 (Fermoplus/Enovit) 105/210 4,5 9 1022 35 32,08
7 (Fermoplus/Enovit) 210/105 4,7 11 1027 4 47,86
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Apbés a maturagao os produtos das fermentagées foram analisados com os mesmos
procedimentos realizados ao mosto inicial.

3.2 Anadlises da fermentagéo B

Apesar do menor grau Brix inicial, a associacéo dos nutrientes obteve o menor desempenho
na diminuicdo do grau Brix, densidade, bem como de agucares redutores.

3.3 Comparacao entre as fermentacdes A e B
3.3.1pH

Observou-se que na fermentagdo A (grafico a esquerda) houve pouca diferenca entre o
controle (0) e as demais amostras, sendo o experimento 5 com o menor pH registrado em referéncia

ao controle, chegando a 4,43, e o experimento 2 como o maior pH registrado em referéncia ao
controle, alcangando 4,72.

N i
44
) i
34
T
5] 2
2
14
14
0+ T T 0
0 1 2 3 4 5 6 0 2 3 4 5 6 7
Experimentos Experimentos
A
(A) (B)

FIGURA 1: Anadlise do PH das fermentagdes (A) e (B)

Na fermentacio B, o experimento 7 obteve o mesmo pH do controle, e o experimento 6 fora
0 que obteve o pH mais baixo, com 4,50.

O pH de cervejas prontas variam de 4 a 4,5. Valores de pH acima de 4,5 tornam a cerveja
mais vulneravel a contaminacgoes, tornando-a “aspera” em matéria de analise gustativa e abaixo do
pH 4 a cerveja se torna acida demais, descaracterizando o paladar'®2°,
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3.3.2 Grau Brix

Houve grande variagao entre os resultados da diminuigéo do grau Brix durante a fermentagéo
A. Os experimentos 5 e 6 obtiveram menor consumo de agucares em referéncia ao controle, ambos
os experimentos foram realizados com a associacdo dos nutrientes Fermoplus e Enovit, variando
apenas as concentragdes, sendo o experimento 5 com 210 mg/mL de ambos os nutrientes e o
experimento 6 com 105 mg/mL de Fermoplus e 210 mg/mL de Enovit.

Grau Brix
(o2}
1

Grau Brix

0 T T T

3 4
Experimentos Experimentos

(A) (B)
FIGURA 2: Determinagéo do Grau Brix das fermentagdes (A) e (B)

Os experimentos 2 e 4 obtiveram o maior consumo de acucares, ambos possuiam a mesma
concentracao (210 mg/mL) de nutrientes, variando apenas o nutriente envolvido, no experimento 2
foi utilizado o Fermoplus, enquanto que no experimento 4 foi utilizado o Enovit.

Observou-se na fermentagédo B que houve apenas um resultado divergente ao resultado do
experimento controle, este experimento possuia 210 mg/mL de Enovit e 105 mg/mL de Fermocel,
nele foram consumidos menos agucares do que nos demais experimentos.

3.3.3DNS

Observou-se grande variagao dos controles de fermentagdes para os demais experimentos,
especialmente na fermentagdo A onde o experimento 5 obteve resultados mais préximos ao
controle, com apenas 25 g/L de agucares redutores ao final da fermentagéo, enquanto os outros
experimentos ndo apresentaram variagao significativa sendo o menor numero o de 23 g/L nos
experimentos 1, 2 e 3.
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FIGURA 3: Dosagem de acgucar redutor nas fermentagdes (A) e (B)

No grafico da fermentacdo B observa-se grande flutuacdo de resultados, sendo o mais
préximo ao controle o experimento 7, apresentando 47,48 g/L de agucares redutores, enquanto o
menor numero obtido foi o do experimento 2, com 34,19 g/L.

Esta variagao da concentragao dos agucares redutores influencia nas caracteristicas do produto
final, de forma que quanto maior a concentragdo, mais adocicado o sabor do produto. Cervejas que
possuem teor alcodlico maior apresentam também maior concentracdo de aglcares redutores.

3.3.4 Teor Alcoodlico

Observaram-se grandes variagdes entre os teores alcoodlicos de ambas as fermentagdes. Na
fermentacao A observou-se trés resultados abaixo do controle e trés resultados acima do controle,
sendo eles respectivamente, 1,2 e 4 abaixo e 3,5 e 6 acima. Os resultados mais préximos do
controle (5,1%) foram os experimentos 3 e 5 com 5,3% de teor alcodlico.

Teor Alcoolico (G)
Teor Alcoolico (G)

2 3 4 Ex3 . 4t
Experimentos perimentos

I&AX (B)
FIGURA 4: Determinacéo do teor alcoolico nas fermentacdes (A) e (B)

o
[
o
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Ja na fermentacao B observou-se que todos os resultados foram inferiores ao resultado do

controle, sendo os resultados mais préximos os dos experimentos 5 e 7, que alcangaram 4,0% de
alcool tendo o controle 4,5% de teor alcodlico.

3.3.5 Densidade

Ndo foram observadas variagdes significativas de densidades em nenhuma das
fermentacoes.

3.4 Resultados das Analises Cromatograficas
Foi observado apés analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) que dos
aglcares restantes na amostra, o experimento 1 apresentou a maior concentragao de Sucrose

(sacarose) entre os demais experimentos, apresentando também a maior concentracao de Frutose
e Glicose.

3.0+

2.5

z.0+

0.5 4

oo+
1 2 =] + £ 5 1 z 3 + 5 -] T 2 -]

Expermentos Experime itos

(A) (B)
FIGURA 5: Comparagéo da produgéo de agucares entre as fermentagbes (A) e (B)

O experimento 3 por sua vez apresentou a maior concentracao de acido latico, componente
responsavel pela estabilizagao de pH, favorecendo a precipitagao das proteinas do mosto.

O experimento 5 apresentou a maior concentragédo de xilitol, adogante natural presente no
malte, seu aumento esta ligado a aeragao ineficiente do mosto, resultando em um metabolismo de
fermentacao mais lento.

Observou-se na cromatografia da fermentagdo B que o experimento 7 apresenta a maior
concentracao de Sucrose, bem como a maior concentragao de acido latico e frutose. O experimento
2 apresentou a maior concentracao de xilitol e o experimento 3 apresentou a maior concentragao
de glucose.
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Os resultados da fermentagcdo B apresentaram em referéncia a fermentagdo A, menor

producédo de xilitol e maior produgao de acido latico.

CONCLUSAO

Dentre os resultados, os melhores desempenhos foram vistos onde ndo houve associacao
entre os nutrientes em ambos os experimentos. Neles se obteve o menor indice de agucares
redutores finais e maior indice de atenuacao de densidade e graus Brix. Com isso pode-se constatar
que os objetivos do trabalho foram alcancados, observando alteragdes nas fermentagdes variando
conforme a quantidade e o tipo de nutriente adicionado.
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